







その他のタイトル Immunohistochemistry of skin tissue subjected
to melanin removal
URL http://hdl.handle.net/2241/00124091
Long-term ecological research using by litter-fall traps 
 
Masaki Daisuke, Kanai Ryuji, Nagaoka Koji, Sato Miyuki, Katsuyama Mariko 
Technical Service Office for Life and Environmental Sciences 
(Sugadaira Montane Research Center) 
University of Tsukuba,1278-294 Sugadaira-Kogen,Ueda,Nagano,386-2204 Japan 
 
Keywords:Japanese red pine woods, Litter traps 
脱メラニン法を行った皮膚組織の免疫染色 
櫻井 秀子  
筑波大学医学系技術室 
















































2.2  メラニンの脱色 [1]    
 1. 脱パラフィン操作 キシレン(パラフィン除去)、 
エタノール系列(キシレン除去)、 
 2.洗浄:流水(エタノール除去) 3 分-5 分・純水 
 3.酸化： 0.25 ％過マンガン酸カリウム水溶液  
3分後、流水 3 分-5 分・純水 





 2.3  免疫染色 [2] ・ギムザ染色 [3]  
 1.脱メラニンを行った後、内因性ペルオキシターゼ
活性を阻止するため 5%過酸化水素メタノール液
で 5 分間反応させ、PBS(0.01M phosphate buffered 
saline pH7.4)で洗浄を行った。 
 2.抗原賦活のために 0.1M トリス塩酸緩衝液
(pH10)オートクレーブ 105 ℃ 3 分行った。 
 3.非特異反応を抑えるため 2 ％ NGS(normal goat 
serum)反応を室温 60 分行った。 
 4.一次抗体 anti-PKA[RⅠα] BD Biosciences    
400倍希釈(2 ％ NGS)を用い、4 ℃で一晩反応を
行った。  
 5.二次抗体は、anti-Mouse IgG HRP(Universal 
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図 1. メラニン色素(無染色) ×200 
図 2. メラニン色素(ギムザ染色) 
＋免疫染色(DAB)×200 
図 3. 脱色 1 回＋ギムザ染色＋ 
免疫染色(DAB)×200 













までとした。図 3、図 4 より、今回の検体の脱メラ
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Immunohistochemistry is a staining protocol that uses the antigen-antibody complex reaction to determine antigen 
localization by means of the enzyme reaction. Excess deposition of melanin in the skin tissue creates a blackish brown 
color similar to the hue of the DAB (3,3´-diaminobenzidine) coloring that is generally used in immunohistochemistry, 
making assessment difficult. In order to distinguish these from one another, the skin tissue in which melanin is 
deposited was colored with Giemsa staining to clearly distinguish it from the results of immunohistochemistry. In 
addition, the excessively deposited melanin was faintly decolorized, making it even easier to distinguish. 
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